
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

基盤研究(C)

2014～2012

大腸における腸内共生菌による免疫系誘導・制御システムの機能性分子の解明

Study of the functional molecules of the intestinal immune system for the inductive 
or regulative responses in the colon

７０３２８７０６研究者番号：

細野　朗（HOSONO, Akira）

日本大学・生物資源科学部・教授

研究期間：

２４５８０２００

平成 年 月 日現在２７   ６   １

円     4,300,000

研究成果の概要（和文）：大腸は小腸に比べて膨大な種類と数の腸内共生菌を有しており，過敏な炎症反応の制御機構
は不明であった．本研究では腸内細菌環境を制御した無菌マウスを用いて大腸に存在する結腸リンパ節の細胞機能性解
明を目指した．大腸部位の結腸リンパ節には小腸パイエル板細胞に比べてT細胞，特にCD4陽性活性化T細胞の割合が低
く，無菌マウスにおいてはさらにこの発現が低い傾向がみられ，腸内共生菌に依存してCD4陽性T細胞の活性化型細胞の
割合は大腸が小腸に比べて低く制御されていた．

研究成果の概要（英文）：Although there are huge numbers of the commensal bacteria in the large intestine 
compared with the small intestine, the regulatory immune system, which was controlled for the prevention 
of the sensitive inflammatory reaction in the large intestine, was not understood. In this study, we have 
investigated to clarify the characteristics of the immune system in the large intestine. We have 
clarified that there are fewer expression of CD3 and activated CD4 T cells in the colonic patch cells 
compared with those in Peyer’s patch cells. In the germ-free mice, the frequency of these phenotypes was 
observed to be fewer than those in conventional mice. We have demonstrated that the frequency of the 
activated CD4 T cells were down-regulated in the large intestine than that in the small intestine.
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1. 研究開始当初の背景 
	
 腸管免疫系をはじめとする宿主免疫系は生体

で最大の免疫器官であり，広大な粘膜面で腸内共

生菌や食品抗原をはじめとする多数の抗原刺激

を常時受けている。腸管には成人で 100兆個にも
及ぶ膨大な数の腸内細菌が存在し，共生菌として

完全に排除されることなく難消化性糖質の分解

や腸内発酵，その代謝産物による腸管運動の調節

など，消化管の恒常性に寄与していると考えられ

ている。特に，腸管免疫系の発達や感染防御に必

要な免疫グロブリン A（IgA）の産生には，腸内
に膨大な数が存在する腸内共生菌の果たす役割

は大きく，その作用は小腸部に比べて大腸部位に

顕著にみられ，筆者らも無菌マウスを用いた実験

では盲腸リンパ節の活性化B細胞の集積が特定の
細菌によってみられることを明らかにしている。

一方，大腸は炎症性腸疾患などの種々の炎症反応

が小腸部位に比べて多発しやすい環境であるこ

とも知られ，この炎症反応の制御がどのようなし

くみで制御されているのかは不明な点が多い。さ

らに，これまでの腸管免疫に関する研究は主に小

腸を中心とする免疫組織の細胞応答が主流であ

り，大腸部位の免疫系についてはほとんど報告さ

れていなかった。 
 
2. 研究の目的 
	
 本研究では，腸内共生菌がその誘導に関与する

腸管免疫系の組織形成機構および免疫制御機構

の解明をめざした。特に，通常の腸内細菌環境と

無菌状態のそれぞれのマウスを用いて，腸管免疫

系を構成する腸管関連リンパ組織のうち小腸部

位のパイエル板，および大腸部位の盲腸リンパ節，

結腸リンパ節の細胞フェノタイプの特徴を明ら

かにし，腸管関連リンパ組織形成と腸内細菌との

関与についての解明を行った。さらに，小腸およ

び大腸部位の腸管関連リンパ組織の細胞応答の

特徴について，分子生物学的な特徴を明らかにす

ることをめざした。 
 
3. 研究の方法 
（1）小腸パイエル板（PP），盲腸リンパ節（CeP），
および結腸リンパ節（CoP）を構成するリンパ球
の細胞数，細胞フェノタイプの特徴についての解

析 
	
 BALB/c マウスについて，通常環境下のマウス
（CVマウス）および無菌環境下のマウス（GFマ
ウス）からそれぞれ PP，CeP，CoP細胞を採取し，
各組織を構成する細胞数および細胞フェノタイ

プをフローサイトメトリーにより解析した． 
 
（2）小腸部位の PPおよび大腸部位のCoP細胞の
免疫応答の特徴を明らかにし，腸内細菌による修

飾作用を解析する目的で，免疫グロブリンA（IgA）
産生応答について比較検討した。特に，無菌マウ

スおよびBacteroides acidifaciens type A43菌株を無
菌マウスに単独定着させたマウスを作製し，IgA
産生応答におよぼす腸内細菌の影響について解

析を行った。 
 
4. 研究成果 
（1）小腸部位の PP，大腸部位のCePおよびCoP
を構成する細胞数と細胞フェノタイプの特徴 
	
 CV環境下 BALB/c マウスにおける各リンパ組
織の一匹当たりの各リンパ組織の細胞数は，PP
が 1.1±0.4×107 cells、CePが 4.2±2.6×106 cells、
CoPが 6.0±4.3×105 cellsであった。この細胞群を
T細胞系マーカーであるCD3，CD4，CD8，CD45RB，
CD69，および B 細胞系マーカーである B220，
CD19，CD138 で染色し，フローサイトメトリー
により各組織の細胞構成について解析した．その

結果，B細胞マーカーB220の発現量は，各腸管リ
ンパ組織間では差がみられなかった。また，T細
胞マーカーCD3および CD3+細胞中の CD4，CD8
の発現量も各腸管リンパ組織間で差が認められ

なかった．しかしT細胞応答に必要なCD3+CD4+

細胞中の活性化/メモリーマーカーの発現量は組
織間で異なっており，CoP細胞ではPP細胞とCeP
細胞に比べ有意に低いことが明らかになった（図

1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．CVマウスの腸管関連リンパ組織における細

胞フェノタイプ 
 
	
 GFおよびCV環境下のBALB/cマウスでは，い
ずれも同様の形態で大腸部位の結腸リンパ節の
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発達がみられた（CoP 盲腸側：4.0±1.2個/マウス、
直腸側：8.1±3.8個/マウス）。採取できる CoP細
胞数は GFおよび CVマウスにおいて差は認めら
れなかったことから，PP および CeP リンパ節と
は異なり，CoP組織形成においては腸内細菌の存
在は影響を与えていない可能性が考えられた。ま

た，GF マウスにおける腸管関連リンパ組織（PP
およびCoP）における細胞フェノタイプについて
比較したところ，PPとCoPでのCD3，CD4，CD8
の発現量には差が認められなかったが，CV マウ
スと同様に CD3+CD4+細胞中の活性化/メモリー
マーカーの発現量はCoP細胞の方が PP細胞と比
べて有意に低いことがわかった。さらに，GF マ
ウスとCVマウスの各リンパ組織を比較したとき，
GFマウスの PP，CoPの活性化/メモリーマーカー
（CD4+CD45RBlow，CD4+CD69high）の発現は CV
マウスよりも低い傾向がみられた。 
 
（2）小腸部位の PPおよび大腸部位のCoP細胞の
免疫応答の特徴—IgA 産生に及ぼす腸内共生菌に
よる影響− 
	
 マウス腸内共生菌由来の Bacteroides 属である
B. acidifaciens strain A43 (BA)，Lactobacillus属の L. 
johnsonii 129 (LJ)を，80℃，50分間の条件で加熱
処理を行い，加熱死菌体として PP，CeP，CoP細
胞の刺激に用いた。CV マウス，GF マウスから
PP，CeP，CoP を採取し，それぞれの細胞を各加
熱死菌体と共培養し （7 日間），培養上清中の総
IgA 量を ELISA にて定量した結果，大腸の CeP
及び CoP細胞では CVマウス，GFマウス共に，
Lactobacillusよりも Bacteroidesによる菌体刺激の
方が高い IgA産生を誘導する傾向がみられた。一
方，PP細胞はGFマウスとCVマウス由来細胞の
間に IgA産生応答は差がみられなかったのに対し，
CoP細胞ではGFマウスに比べ CVマウスの方が
高い IgA産生の傾向がみられた(BAおよび LJの
10 μg/ml刺激：p=0.19，p=0.14) （図 2）ことか
ら，腸内共生菌の影響を強く受けていると考えら

れた。 
	
 一方，腸内共生菌のBacteroidesが腸管関連リン
パ組織での IgA産生応答にどのように作用してい
るのかを個体レベルで調べる目的で、GF マウス
にBAを単独定着させたノトバイオートマウスを
作製した。GF環境下で飼育した 4週齢のBALB/c
無菌マウスに BA(108～9cfu/マウス)を経口投与し，
6週間飼育したマウスを BAマウスとして実験に
用いた。BA マウスから PP，CoP 細胞を採取し，
各菌体の加熱死菌体との共培養を行い，培養上清

中の総 IgA量をELISAにて定量した。その結果，
Bacteroidesを定着させたBAマウスにおいて大腸
のCoP細胞は小腸 PP細胞と同程度の IgA産生が
認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. CVマウス，GFマウスおよびBAマウスにお

ける PP，CoP細胞の IgA産生応答 
 
	
 以上より，大腸部位の腸管関連リンパ組織，特

に CoP 細胞応答は腸内細菌の影響を強く受けて
おり，本研究によって同細胞応答の特徴をはじめ

て明らかにすることができた。 
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